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RESUMO

As injurias de tendao podem ser causadas pelo excesso de carga como também um
déficit nos processos de reparo tecidual que resulta em uma degeneracgéo das fibras
colagenas e comprometimento da estrutura tendinea. Dentre as opgdes terapéuticas
que incluem analgésicos, anti-inflamatorios e terapias regenerativas, a ozonioterapia
tem se destacado de maneira promissora em diversas afec¢des. Dessa forma, o
objetivo desse estudo é avaliar o efeito terapéutico da ozonioterapia via insuflacao
retal em tendinite induzida por colagenase em ratos Wistar. No total, 81 ratos (40
machos e 41 fémeas) da espécie Rattus norvegicus albinus, variedade Wistar, com
oito semanas, peso de 208+30g foram utilizados neste estudo experimental. A indugéo
a tendinite com a colagenase foi definida como D0. Os animais foram divididos nos
respectivos grupos: GC: Sem inje¢cao de colagenase e sem tratamento; GL: Injecédo
de colagenase e sem tratamento; GMI: Injecéo de colagenase e tratamento com anti-
inflamatdrio ndo esteroidal precoce; GMII: Inje¢do de colagenase e tratamento anti-
inflamatorio ndo esteroidal tardio; GOZ: Injecdo de colagenase e tratamento com
ozonioterapia via insuflagao retal (40 ug/mL) em quatro sessées com intervalo de 48
horas a partir do D2. Para avaliagao foram realizados teste de locomogao (Open Field
Test) no D6 e D20, e estudo histopatologico no D7, D14 e D21. No teste de locomogao
nao houve diferenca entre grupos. No estudo histopatolégico, entre tempos, foi
observado que no GOZ em comparagdo com 0s demais grupos, a proporgao,
estrutura e arranjo de fibras de colageno, como também a inflamacédo e
neoanginogénese foi maior em D7 do que em D21. Conclui-se que a ozonioterapia via
insuflagao retal é efetiva nos primeiros sete dias do tratamento de tendinite induzida
por colagenase, pois melhora parametros histopatologicos.

Palavras-chave: Histologia. Ozénio. Meloxicam. Tenddes.



ABSTRACT

Tendon injuries can be caused by excessive load as well as a deficit in tissue repair
processes that results in degeneration of collagen fibers and impairment of the tendon
structure. Among the therapeutic options that include analgesics, anti-inflammatory
drugs and regenerative therapies, ozone therapy has been highlighted in a promising
way in several conditions. Thus, the objective of this study is to evaluate the therapeutic
effect of ozone therapy via rectal insufflation on collagenase-induced tendinitis in
Wistar rats. In total, 81 rats (40 males and 41 females) of the species Rattus norvegicus
albinus, Wistar variety, with eight weeks, weight of 208+30g were used in this
experimental study. Tendinitis induction with collagenase was defined as DO. The
animals were divided into the respective groups: CG: No collagenase injection and
without treatment; GL: Collagenase injection and without treatment; GMI: Collagenase
injection and treatment with early non-steroidal anti-inflammatory drugs GMII:
Collagenase injection and late non-steroidal anti-inflammatory treatment; GOZ:
Collagenase injection and treatment with ozone therapy via rectal insufflation (40
Mg/mL) in four sessions with an interval of 48 hours from D2. For evaluation, the Open
Field Test was performed in D6 and D20, and histopathological study was performed
in D7, D14 and D21. In the locomotion test, there was no difference between groups.
In the histopathological study, between times, it was observed that in the GOZ
compared to the other groups, the proportion, structure and arrangement of collagen
fibers, as well as inflammation and neoanginogenesis was higher in D7 than in D21. It
was concluded that rectal insufflation ozone therapy is effective in the first seven days
of collagenase-induced tendinitis treatment, because it improves histopathological
parameters.

Keywords: Histology. Ozone. Meloxicam. Tendons.
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1 INTRODUGAO

1.1 Contexto e problema

O tenddo é definido como uma estrutura formada por tecido conjuntivo
especializado que transmite forca de um musculo para o osso. Sua estrutura é
anatomicamente dividida em fasciculos primarios, secundarios e terciarios, oriundos
de bainhas musculares que sao referidos como epitenddo (mais superficial) e
endotenddo (mais profundo) (KONIG; LIEBICH, 2021).

Sua estrutura é constituida principalmente por fibrilas de colageno do tipo |,
organizadas de modo entrelagado para que suportem carga com facilidade (GAUT;
DUPREZ, 2016). Embora cargas adequadas sejam consideradas saudaveis para o
tecido tendinoso por promover uma remodelacdo e consequente melhoria funcional
(ANDARAWIS-PURI et al., 2015), o excesso de carga provoca um déficit nos
processos de reparo tecidual e leva a degeneragdo das fibras colagenas, o que
compromete a estrutura tendinea (MAFFULLI e KADER, 2002).

A reparagao tecidual segue uma sequéncia sistematizada de trés fases:
inflamataria, proliferativa e de remodelamento. A fase inflamatéria guia todo um aporte
celular e sanguineo para o local da lesdo nas primeiras 24 horas. Ja a fase
proliferativa, inicia-se apds alguns dias com um pico de produg¢ao do colageno do tipo
lll. Por fim, na fase de remodelamento ocorre a consolidagcao fibrosa através do
realinhamento das fibras de colageno e restauracao do tecido (LI; HUA, 2016).

O processo de reparagcao decorre da reacdo dos tendcitos frente aos
estimulos de sintese e renovagao da matriz extracelular (MEC), sendo que na fase
proliferativa da leséo, o colageno tipo Ill (irregular) é produzido como um substituto
provisorio, sendo gradualmente substituido pelo colageno tipo | (linear e de arranjo
estruturado) (MILLAR et al., 2017).

Oriundo do conjunto de musculos gastrocnémio e séleo e uma pequena
contribuicdo do musculo plantar, o tendao calcaneo € o maior e mais forte tendao do
organismo. Diante disso, esta extremamente sujeito a situagdes de injurias e
consequente tendinopatia (O’'BREIN, 2005). O termo tendinite é reservado aos
quadros inflamatorios agudos, caracterizados pela presenga de dor, edema e queda
no desempenho. O termo tendinose indica processo degenerativo cronico (DIIJK et
al., 2011; GOERL, 2020).
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O diagndstico da tendinopatia inclui adequado exame clinico, com especial
atencdo ao exame fisico e aos exames complementares, principalmente a
ultrassonografia (MILLAR et al., 2021). O tratamento visa diminuir os sinais clinicos e
promover a restauragao do tecido. As escolhas terapéuticas incluem analgésicos, anti-
inflamatorios e terapias regenerativas como ondas de choque (YOO et al., 2012),
laserterapia (NATERSTAD et al., 2018), terapia celular (WAGNER et al., 2018),
ultrassom terapéutico (MOURA JUNIOR et al., 2014) e ozonioterapia (KIZILKAYA et
al., 2018).

A ozonioterapia é caracterizada por uma terapia oxidativa que pode levar a
regeneragdo de modo seguro, simples e econdmico com resultados terapéuticos
promissores (RE et al., 2020). Nessa terapia € utilizada a mistura de 95% a 99,95%
de oxigénio e 0,05% a 5% de ozbdnio. O ozbnio € classificado como um gas instavel,
incolor, de odor caracteristico, composto por trés atomos de oxigénio (KIRCHHOFF,
1995, SCHWARTZ et al, 2020).

A ozonioterapia pode ser realizada por diversas vias de administragdo, como
intravenosa, intramuscular, retal, intrarticular, intradiscal, intramamaria, intravaginal,
intrauretral, subcutanea, ocular ou topica, o que permite tratar uma ampla gama de
afeccgdes (BOCCI, 2006). Contudo, quando o foco € a via sistémica, a insuflagao retal
com 0zdnio € o padrao-ouro de escolha (BOCCI, 2005). Quando se emprega o 0zénio
com finalidade medicinal, € necessario utilizar oxigénio medicinal e um gerador
certificado (KIRCHHOFF, 1995, SCHWARTZ et al, 2020).

Dentre as acdes do ozbénio destaca-se o alto poder oxidante dessa molécula. A
terapia é capaz de induzir no organismo um estresse oxidativo controlado, que resulta
em uma resposta antioxidante (CLAVO et al., 2019). Além disso, possui uma acgao
anti-inflamatdéria e consequente analgésica pela inibigao de citocinas pro-inflamatoérias
como interleucina-6 e interleucina-8 (MAKITA et al., 2015). O ozbénio também é
indicado no tratamento de lesdes associadas ao colageno, pois o gas favorece a
producao de colageno do tipo | (FUJIMORI, 1985; SOARES et al., 2019).

Em casos de injurias de tendao, a ozonioterapia administrada via peritendinea
proporciona resultados satisfatorios (SCHWARTZ et al., 2020). Contudo a
administracao transretal de ozénio ainda apresenta estudos restritos (KIZILKAYA et
al.,, 2018) sendo assim, se a administracdo de o0zbnio por essa via apresentar

resultados positivos, sera de grande valia, devido a baixa invasividade da técnica.
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1.2  Objetivos

1.2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da ozonioterapia transretal comparado ao meloxicam no

tratamento de tendinite induzida em ratos

1.2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito da ozonioterapia transretal comparada com a utilizagao de
antinflamatério ndo esteroidal no tratamento de tendinite induzida em ratos e seus
efeitos na deambulagdo dos animais.

o Avaliar o efeito da ozonioterapia transretal comparada com a utilizagcao de
antinflamatério n&o esteroidal no tratamento de tendinite induzida em ratos através do

estudo histopatologico.

1.3 Justificativa

Tendinopatias geram desconforto ao paciente e demandam tratamento
prolongado. Frente a essas dificuldades, diversas pesquisas com diferentes técnicas
e protocolos sao testados a fim de se otimizar o tratamento.

A aplicagcdo da ozonioterapia peritendinea ja foi investigada e trouxe
resultados satisfatorios. Se a administragcao de ozbénio pela via transretal apresentar
resultados terapéuticos positivos, sera de grande valia, ja que é uma técnica menos
invasiva.

Além disso, o presente projeto pretende incluir uma ampla variedade de
parametros histopatoldgicos e avaliagdo da deambulagdo dos animais, a fim de se

obter uma analise mais completa da reparacgéo tendinea.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aprovacoes

O experimento iniciou apos o projeto ter sido aprovado pelo Departamento de
Ciéncias Veterinarias, Comité Setorial de Pesquisa, Programa de Pds-graduagdo em
Ciéncia Animal e Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Parana — Setor Palotina (Protocolo n.43/2020)

2.2 Animais

No total, 81 ratos (40 machos e 41 fémeas) da espécie Rattus norvegicus
albinus, variedade Wistar, com oito semanas, peso de 208+30g foram utilizados neste
estudo. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno forradas com
maravalha e receberam racao peletizada e agua ad libitum. As caixas foram mantidas

em ambiente climatizado (22 + 2°C), sob ciclo natural claro/escuro de 12/12 horas.

2.3 Inducao da tendinite

Para a indugdo da tendinite, no dia zero (D0) todos os animais foram
submetidos a indugao e manutengao anestésica com insoflurano diluido em 100% de
O2 em sistema aberto fornecido via mascara.

Ap0s a devida antissepsia da regidao com digliconato de clorexidina 2%, o ter¢o
médio do tend&o calcéneo direito dos ratos recebeu injegdo de 50 yL de colagenase
tipo | Sigma C0130-100MG (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluida em solugéo

salina estéril até se obter a concentracéo de 1 mg/mL.

24 Grupos experimentais
Apos a inducdo da tendinite os animais foram aleatoriamente divididos com
proporgdes equivalentes de machos e fémeas nos respectivos grupos:
e Grupo Controle (GC, n=15): ndo recebeu inje¢cao de colagenase e nao foi submetido
a nenhum tratamento.
e Grupo Lesao (GL, n=15): houve indugédo da tendinite, mas ndo recebeu nenhum
tratamento.
e Grupo Meloxicam | (GMI, n=15): houve indugédo da tendinite e como tratamento

recebeu o anti-inflamatoério ndo esteroidal meloxicam (1mg/kg, SID, via subcutanea.
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A primeira aplicagdo ocorreu 2h apés a indugao da lesao e houve repeticao a cada
24h por cinco dias de tratamento.

Grupo Meloxicam Il (GMII, n=15): houve indug&o da tendinite e como tratamento
recebeu o anti-inflamatoério ndo esteroidal meloxicam (1mg/kg, SID, via subcuténea.
A primeira aplicagao ocorreu 48h ap6s a indugao da lesdo e houve repeticdo a cada
24h por cinco dias de tratamento

Grupo Ozonioterapia (GOZ, n=21): houve indugao da tendinite e como tratamento
houve insuflagdo retal com ozbnio medicinal (gas oxigénio/ozénio), na
concentragao de 40 pg/mL utilizando a dose de 0,1 mg/kg (Figura 1). A primeira
aplicacao ocorreu 48h ap6s a indugao da lesao (D2) e outras sessdes ocorreram a
cada 48h em D4, D6 e D8, totalizando quatro sessdes. O aparelho gerador de
ozébnio utilizado foi o Oxy® Registro Anvisa: 10411520027 (Tonederm, Caxias do
Sul, RS., Brasil).

Figura 1. Insuflagao retal com ozdnio medicinal em ratos
Wistar submetidos a tendinite calcanea induzida por

colagenase.

Fonte: Dados de pesquisa
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2.5 Avaliacbes
As avaliagbes foram realizadas de forma cega, ou seja, o avaliador ndo sabia

a qual grupo o animal pertencia.

2.5.1 Teste de locomocgao

Os animais foram submetidos e analisados através do teste de campo aberto
(Open Field Test) em D6 (12 semana) e em D20 (3% semana).

O aparato empregado nesse teste consiste em uma base de vidro de
75cmx75xm com 25 divisdes (15cmx15cm) (Figura 2). Para verificar a atividade
exploratdria foram contabilizados quantos quadrados o animal percorreu no periodo
de cinco minutos. O animal foi solto no quadrado central e foi considerado um
quadrado como percorrido quando ambos os membros toracicos cruzassem a linha
de limitante de um quadrado. Finalizado o teste, o animal era retirado e a base

higienizada com alcool 70% antes da entrada do animal seguinte.

Figura 2. Teste de Campo Aberto (Open Field Test) utilizado para verificar
a atividade exploratéria dos animais em D6 (12 semana) e em D20 (32

semana).

Fonte: Dados de pesquisa

2.5.2 Estudo histopatoldgico
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Em D7, D14 e D21, um tergo dos animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia com overdose de isoflurano. Apdés a confirmacdo da morte dos animais,
procedeu-se a coleta das amostras tendineas.

As amostras foram fixadas em formol a 10%, diafanizadas em xilol e
emblocadas em parafina. Cortes histoldégicos de aproximadamente cinco microns
foram fixados em laminas de vidro e corados com hematoxilina-eosina (H&E) ou
Picrosirius Red (PSR). A leitura dessas léminas foi realizada por um Médico
Veterinario com treinamento em anatomia patoldgica.

As laminas coradas com H&E foram submetidas a leitura em microscopia
optica (microscopio Olympus® CX41RF) em objetiva de 40X e o avaliador classificou
em escores 0s parametros propostos por Chen et al. (2014):

e Estrutura das fibras tendineas (0 = continua, fibra longa; 1 = leve fragmentacao; 2
= fragmentacao moderada; 3 = fragmentacao severa);

¢ Arranjo das fibras tendineas (0 = compactadas e paralelas; 1= ligeiramente soltas
e onduladas; 2 = moderadamente soltas, onduladas e cruzadas umas sobre as
outras; 3 = sem padréo identificado);

¢ Arredondamento do nucleo de fibroblastos (0 = células longas em forma de fuso; 1
= ligeiramente arredondadas; 2 = moderadamente arredondadas; 3 = severamente
arredondadas);

¢ Inflamacgao (0 = <10%; 1 =10 a 20%; 2 = 20 a 30%; 3 = >30%);

e Neoangiogénese (0 = <10%; 1= 10 a 20%; 2 = 20 a 30%; 3 = >30%);

e Densidade de células tendineas (fibroblastos) (0 = normal; 1 = ligeiramente
aumentada; 2 = moderadamente aumentada; 3 = severamente aumentada).

As laminas coradas com PSR foram avaliadas pelo microscépio Axiocam 503
color da Zeiss® do Laboratério de Quimica da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — Campus Toledo, que permitia a aplicacao de uma lente polarizada circular
para a visualizagao da coloragéo.

Apos as capturas em pontos especificos das laminas, as imagens foram
analisadas pelo software Image J (National Institute of Health, EUA), que permite
caracterizar e quantificar o colageno ao somar a porcentagem de colageno tipo | e Il

presentes em uma area determinada da lamina.

2.6 Analise estatistica
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Os dados paramétricos foram analisados por ANOVA de uma via, seguido por
Tukey e os dados n&o paramétricos foram submetidos ao teste Kruskal Wallis, ambos

com p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de locomocgao

N&o houve diferenga na comparagéao entre tempos ou grupos (Tabela 1) e os
animais mantiveram a deambulacdo mesmo apds a inducao da tendinite. E importante
avaliar a locomocéo dos animais pois a tendinopatia € caracterizada por dor, edema
e perda da funcdo (DIIJK et al., 2011). Apesar do teste de campo aberto ser
originalmente projetado para avaliar a ansiedade de ratos (KUNIISHI et al., 2017), ele

se mostrou eficaz para avaliar a deambulagao dos animais.

Tabela 1. Numero de quadrados percorridos no teste do campo aberto (média + DP)
por ratos submetidos a lesdo tendinea experimental e tratados com terapia

convencional ou com ozonioterapia (GOZ):

Semana de tratamento

Grupo p
12 semana 3% semana
GC 150,9 + 47,742 165,5 + 40,942 0,364
GL 148,5 + 49,2Aa 154,4 + 27 572 0,745
GMI 136,4 + 45,872 139,4 + 24,742 0,901
GMii 145,2 + 15,772 139,4 + 18,672 0,608
GOz 113,9 + 38,342 137,6 £ 25,072 0,195
P 0,469 0,289

Sendo: Letras maiusculas sobrescritas diferentes indicam diferenca entre colunas (teste t, p<0,05);
letras minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenca entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05).
GC - sem injecao de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - injecdo de colagenase
intratendinea e sem nenhum tratamento; GMI — injegdo de colagenase intratendinea e recebeu
meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injegdo de colagenase intratendinea e
recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injegdo da colagenase
intratendinea e recebeu ozonioterapia via insuflagédo retal na concentracdo de 40 ug/mL, 0,1 mg/kg, 4

aplicagdes a cada 48h por oito dias.

3.2 Estudo histopatologico
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De acordo com Cinar et al. (2013), o estudo histopatolégico € de extrema
importancia em trabalhos com tendinite induzida. A coleta de amostras tendineas para
confecgdo de laminas coradas com hematoxilia-eosina permite avaliar a eficacia
terapéutica de diferentes tratamentos a partir da analise de escores da estrutura das
fibras de colageno; arranjo das fibras de colageno; arredondamento do nucleo de
fibroblatos; inflamagao; neoangiogénese e desidade de células tendineas (CHEN et
al., 2014). Além disso, Silva et al. (2011) demonstram que é possivel averiguar a
proporgao das fibras de colageno por diferenciagdo do colageno tipo | (vermelho e
amarelo) e colageno tipo Il (esverdeado) se as laminas forem coradas com PSR e
lidas sob luz polarizada.

Todos esses parametros e os dois tipos de coloragdo supracitadas foram
empregados no presente estudo (Figuras 3 e 4) e acredita-se que esse protocolo seja
realmente adequado para tragar um perfil histopatolégico na avaliagdo de novos

tratamentos para tendinites induzidas com colagenase.

Figura 3. Histologia de tendao calcaneo de ratos apds sete dias de tendinite induzida
(hematoxilina e eosina, 400X), A — Sem lesao e sem tratamento. B — Com lesao e sem
tratamento. C — Com lesdo e tratados com meloxicam precoce. D - Com lesdo e

tratados com ozonioterapia via insuflagéo retal.

Fonte: .Dados dé pesqwsa
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Figura 4. Histologia de tenddo calcaneo de ratos com tendinite induzida por
colagenase e tratados com ozonioterapia via insuflagdo retal (picrosirius
red, 400x). O colageno tipo | é representado por vermelho e amarelo,

enquanto o colageno tipo lll aparece em verde. Somados, ambos os

colagenos perfazem 74,95% da area da lamina.

Fonte: Dados de pesquisa

3.2.1 Proporgao das fibras de colageno

Entre tempos houve alteragdo significativa apenas em GMI, quando a
proporgao de fibras de colageno em D7 foi maior que a observada em D21. Entre os
tratamentos, em D7 a quantidade de fibras de colageno de GC foi maior que a
encontrada em GL e GMII e a quantidade de fibras de GOZ foi maior que a de GL. Em
D14, a quantidade de fibras de GC foi maior que a de GMI, GMIl e GOZ. Em D21, o
GC apresentou mais fibras que GL, GMI e GMII (Tabela 2).

Esses achados sugerem que a aplicacdo de colagenase resultou em
tendinopatia, enquanto em GC se observou manutencao da proporg¢ao de colageno
do tipo I, sem quebra das fibras, o que corrobora Gaut e Duprez (2016) que afirmam

que o tendao saudavel tem maior proporcéao de fibras de colageno tipo I. Infelizmente,
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como o software realiza a soma das porcentagens de ambos os tipos de colageno (I
e Ill), ndo foi possivel estadiar a recuperac¢ao dos animais injuriados, ja que para Millar
et al. (2017) o colageno tipo | indica recuperagao linear e de arranjo estruturado
enquanto o colageno tipo Ill sugere recuperagao irregular e provisoria. Contudo, no
que se refere a utilizagdo da coloragdo de PSR, Liu et al. (2021) relatam a técnica
como efetiva para a observacao da distingao dos colagenos tipo | e tipo lll, fato esse
observado nesse estudo.

Outro fator importante a ser ressaltado € a diminuigdo progressiva e evidente
dos valores de colageno no GMI, indicando que esse tipo de protocolo anti-
inflamatoério precoce ndo é efetivo no tratamento de tendinites induzidas. Esses
achados corroboram Chechik et al. (2014) que destacam a importancia do tratamento
tardio com meloxicam na reparagao do tenddo manguito rotador em ratos. Além disso,
esse fator também confirma a importancia da inclusdo dos grupos GMI e GMII

(diferentes protocolos terapéuticos) nesse estudo.

Tabela 2. Histopatologia com coloragao Picrosirius Red e avaliagdo da porcentagem

da proporcéao de colageno do tipo | e tipo Ill no software Image J.

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 73,4 £2,7ha 72,4 £ 1,773 72,4 + 4,2A3 0,843
GL 62,5 + 5,94¢ 68,6 + 1,1A3b 62,5 + 5,440 0,094
GMI 68,6 + 0,9/%¢ 63,7 + 3,3A8P 58,9 + 7,2Bb 0,020
GMil 65,8 + 4,3Abc 63,3 + 4,47 61,1+ 1,3 0,162
GOZ 69,5 + 3,870 63,5 + 5,6/° 65,0 + 3,743 0,052
p 0,003 0,003 0,002 -—-

Sendo: Letras maiusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas; letras minusculas
sobrescritas diferentes indicam diferencga entre linhas (ANOVA de uma via seguida de Tukey, p<0,05).
GC - sem injecado de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - injecdo de colagenase
intratendinea e sem nenhum tratamento; GMI — injegcdo de colagenase intratendinea e recebeu
meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injegdo de colagenase intratendinea e
recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injegdo da colagenase
intratendinea e recebeu ozonioterapia via insuflagéo retal na concentracdo de 40 ug/mL, 0,1 mg/kg, 4

aplicagdes a cada 48h por oito dias.
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3.2.2 Estrutura das fibras de colageno

Entre tempos houve diferenca em GOZ, quando o escore em D7 foi maior que
o observado em D21. Ao se comparar os tratamentos, verificou-se que em D7 o escore
de GOZ foi maior que o de GC (Tabela 3).

Tabela 3. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore da estrutura das fibras
tendineas de ratos submetidos a lesédo tendinea experimental e tratados com terapia

convencional ou com ozonioterapia (GOZ):

Dias de tratamento

Grupo

D7 D14 D21 P
GC 1 (0-2)7° 1 (1-2)A2 1 (0-3)7a 0,691
GL 2 (1-2)Aed 1 (1-2)Aa 1 (0-2)A2 0,493
GMI 1 (1-2)Aab 2 (1-2)ha 2 (1-3)7a 0,178
GMii 1 (1-2)Aab 1 (1-2)A2 1 (0-2)7a 0,819
GOz 3 (1-3)Aa 1 (1-2)7Ba 1(1-2)Ba 0,016
P 0,018 0,662 0,216 ---

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas; letras minusculas
sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (Kruskal Wallis seguido por Dunn, p<0,05). GC —
sem injecao de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea
e sem nenhum tratamento; GMI — injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2%
2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam
0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injecdo da colagenase intratendinea e recebeu
ozonioterapia via insuflagédo retal na concentragao de 40 ug/mL, 0,1 mg/kg, 4 aplicagbes a cada 48h

por oito dias.

No presente estudo conseguimos observar uma intensa desorganizagao
celular no GOZ principalmente no D7 quando comparados aos demais tratamentos, o
que corrobora com Soares et al. (2019) que afirmam que a ozonioterapia favorece a
proliferacdo e reorganizacao das células epidérmicas ja nos primeiros sete dias de
feridas induzidas em ratos. Além disso, 0 GOZ manteve baixo os escores durante todo
o periodo experimental.

Essa aceleragao na reorganizacao celular do tecido nos primeiros dias do
processo inflamatério causada pelo ozénio também foi verificada por Faccini et al.

(2022) que realizou um estudo histologico da mucosa alveolar pos aplicagao do 0zénio
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em ratos entre trés e cinco primeiros dias. Vale ressaltar que esse tecido que nao
recebeu ozénio tende a comegar seu processo de reorganizagdo celular somente
apo6s o nono dia, no presente estudo isso ja foi observado no D7. Talvez a coleta de
amostras diarias até do D7 permita um sequenciamento mais adequado desse

processo inicial de organizagao celular.

3.2.3 Arranjo das fibras tendineas

Entre tempos, o escore de GMIl em D7 foi maior que o verificado em D14; e
o escore de GOZ em D7 foi maior que o observado em D14 e D21. Entre tratamentos,
em D7 o escore de GOZ foi maior que o de GC; em D14 o escore de GMI foi maior
que o de GMIIl (Tabela 4). A tendinite é caracterizada pela ruptura nas fibras de
colageno (MAFFULLI et al., 2020), portanto o desarranjo nas fibras é esperado, mas

quanto menor o escore € melhor para o animal.

Tabela 4. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore do arranjo das fibras
tendineas de ratos submetidos a lesao tendinea experimental e tratados com terapia

convencional ou com ozonioterapia (GOZ):

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P

GC 0 (0-2)*® 1 (0-2)Aab 2 (0-3)Pe 0,305
GL 2 (0-2)Aab 1 (1-3)hab 1 (0-2)r 0,531
GMI 2 (1-3)Aab 2 (1-3)re 2 (0-3)r 0,948
GMII 1 (1-2)hab 0 (0-1)A8b 1(1-1)a 0,035
Goz 3 (2-3)ra 1 (1-2)Bab 1 (0-2)Ba <0,001
p 0,006 0,033 0,314

Sendo: Letras maiusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas; letras mindsculas
sobrescritas diferentes indicam diferencga entre linhas (Kruskal Wallis seguido por Dunn, p<0,05). GC -
sem injecao de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - injecao de colagenase intratendinea
e sem nenhum tratamento; GMI — injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2%
2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injec&o de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam
0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injecdo da colagenase intratendinea e recebeu
ozonioterapia via insuflagédo retal na concentragao de 40 ug/mL, 0,1 mg/kg, 4 aplicagbes a cada 48h

por oito dias.
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No presente trabalho, apesar de ndo haver diferenca entre tempos no D21,
nota-se que o tratamento com o0zoénio foi mais eficiente para manter o baixo escore
por mais tempo (D14 e D21), sugerindo que o tratamento foi benéfico ao arranjo de
fibras tendineas. Naterstad et al. (2018) verificaram que a laserterapia foi mais efetiva
que os anti-inflamatérios para manter a organizagéo das fibras tendineas ao avaliar
os ratos por 60 dias, todavia neste trabalho a melhora no arranjo das fibras tendineas
ja foi observada aos 21 dias.

Além disso, Gurger et al. (2021) ao estudarem a aplicagéo direta de ozénio na
cicatrizacdo de tendao supraespinhal em um modelo de reparo em coelhos
observaram uma melhor continuidade e disposigéo das fibras de colageno nos grupos

tratados com ozo6nio, fato esse observado nesse estudo.

3.2.4 Arredondamento do nucleo de fibroblastos

Entre tempos n&do houve diferenca. Entre tratamentos, em D7 o escore de
GOZ foi maior que o de GMII; em D21, o escore de GMI foi maior que o de GL (Tabela
5).

De acordo com Lancaster et al. (2013), o ciclo celular exige o arredondamento
do nucleo para que ocorra a divisdo celular e com isso a proliferacdo de fibroblastos.
O elevado escore de arredondamento de nucleo em D7 nos animais tratados com
ozbénio corrobora outros estudos. Pchepiorka et al. (2020) observaram intensa
proliferacdo de fibroblastos apés uma semana da indugao de lesdes bucais tratadas
com ozbnio. Kizilkaya et al. (2018) relatam que o ozénio aplicado por via retal
favoreceu a proliferacao fibroblastica em ratos submetidos a indugao cirurgica de

tendinite.
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Tabela 5. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore de arredondamento do
nucleo dos fibroblastos de ratos submetidos a lesédo tendinea experimental e tratados

com terapia convencional ou com ozonioterapia (GOZ):

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 2 (0-2)Aab 1(0-2) 2 (1-2)heb 0,442
GL 2 (1-3)Aab 1 (0-3)r 1 (0-1)Ab 0,158
GMI 2 (1-3)Aab 2 (0-3)re 3 (1-3)re 0,656
GMII 1 (0-1)r0 1 (1-2)pa 1 (1-2)pab 0,122
Goz 3 (1-3)pa 2 (1-3)ha 1 (0-3)hab 0,072
p 0,018 0,358 0,029

Sendo: Letras maiusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas; letras mindsculas
sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (Kruskal Wallis seguido por Dunn, p<0,05). GC —
sem injecao de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - inje¢cdo de colagenase intratendinea
e sem nenhum tratamento; GMI — injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2%
2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam
0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injecdo da colagenase intratendinea e recebeu
ozonioterapia via insuflagédo retal na concentragao de 40 pyg/mL, 0,1 mg/kg, 4 aplicagbes a cada 48h
por oito dias.

3.2.5 Inflamacgao

Entre tempos, observou-se que o escore GOZ em D7 foi maior que o de D14
e D21. Ao comparar os tratamentos, em D7 o escore de GOZ foi maior que o de GC
(Tabela 6).

Essa observagao nao foi encontrada por Kizilkaya et al. (2018) que avaliaram
o efeito do ozénio transretal sobre a inflamacao apds 2, 4 e 6 semanas de tendinite
induzida cirurgicamente. No presente estudo, foi incluido o D7 que contempla a fase
inicial de lesao.

N&o obstante, a utilizagdo de o0zbénio em ratos ja se demostrou efetiva nos
processos inflamatérios, pois regula mediadores como interleucina-6 (IL-6),
interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) além de promover intensa
dilatacao dos vasos (BOCCI, 1996; WEI et al., 2018).
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Tabela 6. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore de inflamagao (area
infiltrada por células inflamatdrias) de ratos submetidos a les&do tendinea experimental

e tratados com terapia convencional ou com ozonioterapia (GOZ):

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P

GC 0 (0-0)*® 0 (0-0)* 0 (0-0)* 1,000
GL 1 (0-3)hab 0 (0-1)re 0 (0-0)re 0,131
GMI 1 (0-3)hab 0 (0-2)re 0 (0-1)re 0,133
GMII 0 (0-3)Aab 0 (0-1)re 0 (0-1)re 0,638
GOZ 2 (1-3)ha 0 (0-0)B2 0 (0-3)B2 <0,001
p 0,023 0,226 0,742

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas; letras mindsculas
sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (Kruskal Wallis seguido por Dunn, p<0,05). GC —
sem injecao de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea
e sem nenhum tratamento; GMI — injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2%
2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam
0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injegdo da colagenase intratendinea e recebeu
ozonioterapia via insuflagédo retal na concentragao de 40 ug/mL, 0,1 mg/kg, 4 aplicagbes a cada 48h

por oito dias.

3.2.6 Neoangiogénese

Entre tempos, no GOZ o escore encontrado de D7 foi maior que observado
em D21. Na comparagao entre grupos, em D21 o escore encontrado em GMI foi maior
que o de GL (Tabela 7).

De acordo com Pufe et al. (2005), a angiogénese em tenddes € mediada pelo
fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) cuja expressao é ativa em tenddes
calcaneos lesionados, mas restrita em tenddes saudaveis. No presente estudo, os
animais tratados com ozénio apresentaram uma queda no escore de angiogénese
quando comparados D7 e D21 demonstrando uma maior recuperagcdo do tecido
lesado. Apesar de Ozturk et al. (2017) descreverem o o0zb6nio como um potente

estimulador do FCEV, esse fator ndo foi mensurado no presente estudo.
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Tabela 7. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore da neoangiogénese de
ratos submetidos a lesédo tendinea experimental e tratados com terapia convencional

ou com ozonioterapia (GOZ):

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P

GC 1(0-3)ra 0 (0-1)Fa 0 (0-2)Rab 0,422
GL 1(0-3)ha 1 (0-3)re 0 (0-1)Ab 0,220
GMI 2 (0-3)ra 3 (0-3)re 2 (1-3)re 0,839
GMII 1 (0-3)ha 0 (0-1)ra 0 (0-2)heb 0,359
GOZ 2 (2-3)pa 1 (0-3)r 0 (0-2)Bab 0,006
p 0,295 0,361 0,038

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas; letras mindsculas
sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (Kruskal Wallis seguido por Dunn, p<0,05). GC —
sem injecao de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - inje¢cdo de colagenase intratendinea
e sem nenhum tratamento; GMI — injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2%
2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam
0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injecdo da colagenase intratendinea e recebeu
ozonioterapia via insuflagédo retal na concentragao de 40 ug/mL, 0,1 mg/kg, 4 aplicagbes a cada 48h

por oito dias.

3.2.7 Densidade de células tendineas (fibroblastos)

Ndo houve diferenca na comparagdo entre tempos. Ao comparar 0s
tratamentos, observou-se em D7 que o escore de GOZ foi maior que o de GMII
(Tabela 8).

A elevacdo na densidade celular tende a surgir como consequéncia do
aumento no arredondamento de nucleos em fibroblastos, pois de acordo com
Lancaster et al. (2013) o ciclo celular exige esse arredondamento de nucleos para a
proliferacdo e consequente aumento da densidade de fibroblastos.

Contudo, no presente estudo nao houve diferenga entre tempos, diferindo dos
achados de Pchepiorka et al. (2020) que observaram intensa proliferacdo de
fibroblastos principalmente em D7 em ratos com lesbes bucais induzidas e tratadas
com ozénio.

Vale ressaltar que apesar do ozénio n&o ter aumentado a densidade de

fibroblastos n&o significa que nao possa aumentar de outras células, pois Tricarico et
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al. (2020) inferem que o ozdnio se demonstrou efetivo na proliferagdo de outros tipos

de células como as do sistema neural.

Tabela 8. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore de densidade celular das
células tendineas de ratos submetidos a lesdo tendinea experimental e tratados com

terapia convencional ou com ozonioterapia (GOZ):

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P

GC 1 (0-2)heb 1(0-2)r 1(0-2)r 0,921
GL 1 (1-2)hab 1 (1-3)ha 1 (0-1)re 0,092
GMI 1 (1-3)peb 2 (0-3)ra 1 (1-3)re 0,968
GMII 0 (0-1)A 0 (0-1)re 0 (0-1)re 0,756
Goz 2 (1-3)re 1 (1-3)ra 1 (0-3)ra 0,071
p 0,006 0,235 0,161

Sendo: Letras maiusculas sobrescritas diferentes indicam diferenca entre colunas; letras minusculas
sobrescritas diferentes indicam diferencga entre linhas (Kruskal Wallis seguido por Dunn, p<0,05). GC -
sem injecao de colagenase intratendinea e nem tratamento; GL - inje¢cdo de colagenase intratendinea
e sem nenhum tratamento; GMI — injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2%
2mg/kg SID, 5 dias iniciando no DO; GMII — injec&o de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam
0,2% 2mg/kg SID, 5 dias iniciando no D2; GOZ - injecdo da colagenase intratendinea e recebeu
ozonioterapia via insuflagédo retal na concentragao de 40 pug/mL, 0,1 mg/kg, 4 aplicagbes a cada 48h

por oito dias.

4 CONCLUSAO
A ozonioterapia via insuflacdo retal é efetiva nos primeiros sete dias do
tratamento de tendinite induzida por colagenase, pois melhora paréametros

histopatolégicos.
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